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ABSTRAK
Pichia pastoris sudah banyak digunakan
sebagai inang ekspresi protein" heterolog untuk
keperluan komersial. "Beberapa keunggulan P.
pastoris sebagai mang ekspresi protein adalah
kemampuannya untuk tumbuh hingga mencapai
deositas sel yang tinggi dan adanya promotor goo
yang dapat diinduksi dengan ketat, yaituAOXl yang
mengode alkohol oksidase. Peningkatan produksi
protein rekombinan dibawah kon1rolpromotor AOXI
dalam sistem ekspresi P. pastoris masih menjedi
pedlatian utama. Optimasi konsentrasi penginduksi
metanol dan penambahan sumber karbon yang tidak
menghambat produksi protein asing, merupakan
salah satu strategi yang dapat dilakukan untuk
meningkatkan level ekspresi protein. Penelitian ini
bertujuan mempelajari pengaruh konsentrasi
penginduksi metanol serta sumber karbon tambahan
itol dan manitol terhadap tingkat ekspresi -
amilase Saccharomycopsts fibuligera (Sfamy)
rdcombinan oleh P. pastoris (Mut). Kedua jenis
smnber karbon ini dikenal sebagai somber karbon
yang non-represif, yaitu dapat meningkatkan
pertumbuhan P. past oris, namun tidak menghambat
promotor AOXI dan ekspresi protein asing. Q-
Amilase diekspresikan menggunakan inang P.
pastoris OS115 (His, Mut) dengan tambahan
smnber karbon sorbitol dan manitol secara terpisah
medium ekspresi. Hasil penelitian menunjukkan
bmsentrasi penginduksi metanol optimum untuk
produksi Sfamyadalah 0,75%. Penambahan sorbitol
manito 1 meningkatkan produksi Sfamy.
nsentrasi sorbitol dan manitol 2% dengan
penginduksi metanol 0,75% meningkatkan level
aresi Sfamy rekombinan berturut-turut 2,13-kali
1,94-kali dibandingkan tanpa penambahan
~lber karbon. Hasil ini menunjukkan bahwa
pemberian sumber karbon tambahan dapat
meningkatkan sekresi protein rekombinan oleh P.
pastoris dan sumber karbon tambahan sorbitollebih
efektif digunakan dibandingmanitol.
Kata kond :-a-ami1ase.Pichia pastoris, metanol, sorbitol,
manito!
ABSTRA.CT
Pichia past oris has been widely used as host
for heterologous protein expression for commercial
purposes. The advantages of P. past oris as protein
expression host is its ability to grow with high cell
density and thepresence of a gene promoter that can
be induced tightly, named AOXI encoding alcohol
oxidase. Improvement of recombinant protein
production under control of AOXI promoter in P.
pastoris expression system is still a major concern.
Optimization of methanol concentration as inducer
and addition of carbon sources, is one of the
strategies to improve the expression level. This
research aims to study the effect of methanol as
inducer as well as sorbitol and mannitol as additional
carbon source to the expression level of recombinant
Saccharomycopsis fibuligera a-amylase (Sfamy) by
P. pastoris (Mut). Sorbitol and manuot known as
non-repressive carbon source, to increase the growth
ofP. past oris, but not inhibit theAOX1 promoter and
foreign proteins expression. Sfamy was expressed in
P. pastoris GS115 (His-, Mut) with addition of
carbon source, sorbitol and mannitol saparately to
the expression medium. The result showed that, the
optimum concentration" of methanol inducer for
Sfamy production is 0.75%. The addition of sorbitol
or mannitol increased Sfamy production.
Concentrations of sorbitol and mannitol 2% with
0.75% methanol inducer increase the secretion level
of recombinant Sfamy 2.13 times and 1.94 times
respectively, compared with no additional carbon
source. This result indicated that addition of carbon
source can improved recombinant protein production
by P.pastoris, and the used of sorbitol as additional
carbon source is more effective compared to
mannitol. .
Key words: a-amylase. Pichid pastoris, methanol, sorbitol,
mannitol.
PENDAHULUAN
P.. pastoris adalah ragi metilotropik yang
dapat ditumbuhkanmenggunakan metanol sebagai
~-satunya ~umberkarbon. Enzim pertama pada
jalur metabolismemetanol, yaitu alkoholoksidase
(AOX) yang mengkatalisis oksidasi metanol
menjadi formaldehid ditemukan mencapai 35%
~ total protein dalam sel, bila P. pastoris
ditumbuhkan pada medium yang mengandung
metanol (1). Enzim ini tidak: terdeteksi bila sel .
ditumbuhkan pada sumber karbon selain metanol
seperti glukosa, etanol atau gliserol, yang
menunjukkan bahwa sintesis enzim ini diinduksi
o!eh met:mo1 (1,2). Promotor gen AOXI yang
diregulasi dengan ketat ini telah disisipkan pada
vektor ekspresi dan digunakan untuk ekspresi
proteinheterolog dalamP. past oris. Lebih dari 550
protein yan~ berasal dati bakteri, ragi, protista,
tumbuhan, mvertebrata, manusia dan virus telah
diekspresikan menggunakan P.past oris (3). Genom
P. pastoris memiliki dua gen yang mengode
alkohol oksidase, yaitu AOXI danAOX2. Alkohol
oksidase yang terdapat dalam sel, terutama
merupakan produk gen AOXI. Gen AOX2 97%
homolog dengan AOXl, namun terekspresi lebih
lambatbila sel ditumbuhkanpada mediummetanol
dibandingkanAOXl (4).
Terdapat tiga fenotip P.pastoris berdasarkan
kemampuan tumbuh pada metanol, yaitu Mut",
Mut', dan Muf. Galur P. past oris tipe liar dapat
tumbuh subur pada media yang mengandung
metanol. Fenotipe ini disebut Mut" (methanol
utilization plus). Fenotipe Mut' (methanol
utilization slow) terbentuk:bila genAOXl dimutasi
atau didelesi, sehingga galur ini tumbuh lambat
(kurang subur) pada media yang mengandung
metanol karena hanya mengandalkan produk:gen
AOX2 untuk memetabolisme metanol. Pada
feno~pe Muf (methanol utilization minus) tetjadi
delesi gen AOXI dan AOX2, sehingga galur ini
tidak:dapat tumbuh pada metanol (1,5). Galur GS115
(AOXl, his4) merupakan galur yang mirip dengan
tipe ~ar, memiliki gen AOXI dan AOXl yang
fungsional namun gen histidinol dehidrogenase-
nya telah rusak sehingga fenotipenya adalah Mut
dan his. Galur ini tumbuh subur pada sumber
karbon metanol namun tidak: dapat tumbuh bila
tidak ada histidin. Galur KM71 (his4 arg4 aaxld.:
SARG4) merupakan galur Mut' dimanaAOXl telah
didelesi s~ parsial dan diganti dengan gen
ARG4 dari Saccharomyces cerevisiae. Karena
galur ini hams mengandalkan AOX2 dalam
metabolisme metanol, mak:a galur ini tumbuh
lambat pada sumber karbon metanol (1, 6). Galur
yang lain yaitu, MClOO-3(his4 arg4 aoxl ::SARG4
aox2:: Phis4) mengalami delesi pada kedua gen
AOX sehingga tidak: dapat tumbuh pada sumber
karbon metanol (Muf, methanol utilization
minus) (1).
Galur Mut+ memerlukan konjentrasi
penginduksi metanollebih tinggi dibandlng galur
Mut' danMuf<J·8).Peningkatan konsentrasimetanol
dapat meningkatkan level ekspresi -2-glikoprotein
I domain V manusie'" dan karboksipeptidase A(8).
Pada umumnya metanol dengan konsentrasi 0 5-
1,0%v/v digunakan pada sistem ekspresi 'P'
pastoris '. Namun akumulasi metanol dapat
memberikan pengaruh negatif terhadap
pertumbuhan sel dan dapat menurunkan level
ekS~i (9). Sehinggakonsentrasimetanol optimum
yang .dibutuhkanperlu diuji untuk masing-masing
protem. Contohnya, konsentrasi metano13,1% v/v
menghambat pertumbuhan sel pada produksi -2-
glikoprotein I domain V manusia (1), sementara
level ekspresi pro~oksipeptidase A2 meningkat
3-kab dengan memngkatnya konsentrasi metanol
pada media induksi dati 0,5-5% v/v pada
tran&formanfenotipMut'.
Galur Mut+lMut' juga memerlukan sumber
karbon tambahan untuk meningkatkan
pertumbuhan, termasuk pada tahap produksi (10).
Sumber karbon tambahan yang bersifat tidak
merepresi AOX dapat digunakan, seperti sorbitol,
manitol, alanin atau trehalosa (2,11). Manitol,
sorbitol" dan alanin, merupa.kall sumber karbon
tambahan yang dapat meningkatkan pertumbuhan
dan ekspresi f3-galaktosidase dalam P. pastoris
dengan fenotipe Muf (11). Penambahan sorbitol ke
medium ekspresi meningkatkan ekspresi
gluk:osidaseoleh P. pastoris Muf yaitu 1116Unit
Miller dibandingkan 70 Unit Miller pada tanpa
penambahan sumber karbon. Fenotipe Mut+ dan
Mut"juga membutuhkan sumber karbon tambahan
untuk:pertumbuhannya, sehingga dibutnhkan juga
pengujiannyauntuk produksi protein tertentu (10).
a-Amilase S. fibuligera R64 (Sfamy) telah
diekspresikan dalam P. pastoris galur Mut"
dibawah kontrol promotor AOXl menggunakan
konsentrasi penginduksi metanol 0,5% dan sumber
karbon gliserol (12.13). Penelitian tentang konsentrasi
penginduksi metanol yang optimal dan konsentrasi
sumber karbon tambaban, perlu dilakukan untuk
mendapatkan level ekspresi Sfamy yang optimum.
Penelitian ini bertujuan mempelajari pengaruh
konsentrasi penginduksi metanol serta





Galur yang digunakan adalah P. pastoris MS-20
[pPICZA-MSALP 1] Mut', His' (13). Galur ini telah
mengadung gen pengode -amilase S. fibuligera.
Semuabahan kimia adalah dari SigmaAldrich dan
Merck. Media pertumbuhan dati Pronadisa dan
Oxoid.
PellJbuatfmKurvaPertumbuhlllJ
P. pastoris ditumbubkan pada media YPD
eair (Yeast Peptone Dextrose: ekstrak ragi 1%,
pepton 2% dan dekstrosa 2%) selama semalam, 1
mL kultur dipindahkan ke dalam 10 mL media
GY(minimalglycerolmedium: 1.34%YNB, 1%
cerol, 4 x 10~%biotin) dalam labu erlenmeyer
00 mL dengan penambahan sorbitol atau manitol
1% (11). Kultur diinkubasi pada 28-30°C dalam
inkubatorpengocok pada kecepatan ....200 rpm. OD
ditentukan setiapjam.
'#!IIeIttutm konsentrtlSi penginduksiMetanol
P. past oris ditumbuhkan dalam media YPD
cair selama semalam. Satu mL kultur dipindahkan
dalam 10mL media BMGY (buffered glycerol
COIIIplex medium: ekstrak ragi 1%, bakto pepton
kalium fosfat 100 mM pH 6, YNB 1,34%,
. . 4xI0-s%, gliseroll %) dalam labuerlenmeyer
100mL.Diinkubasipada 28-30oedalam inkubator
pengocok pada kecepatan ,..,.200x g selama 16-18
- (sampai OD looo 10-12).KulturP.past oris dari
media BMGYdisentrifugasi pada 3000 x g selama
5menit pada suhuruangan. Supernatandidekantasi
dan pelet sel diresuspensi dengan 25 mL media
BMMH (buffered minimal methanol-histidin:
YNB 1,34%, kalium fosfat 100 mM pH 6, biotin
4xl0~%, metanol 1%, dan bistidin 0,004%),
menggunakan erlenmeyer 250 mL. Inkubasi
dilanjutkankembali pada 28-30oedalam inkubator
pengocok pada kecepatan .....200 x g. Metanol
ditambahkan dengan variasi konsentrasi 0~5,0,75,
1,2,3 dan 4% setiap 24 jam sampai jam ke 144
(6 hari). Sampel diambil setiap 24 jam pada waktu
penambahan metanol, OD~ ditentukan, pelet
dipisahkan dari supernantan dengan sentrifugasi,
disimpanpada -20oesebelumdianalisis (14).
Ekspresi a-amllase oleh P. pastorls MS-20
(Optimasikonsentrasi sorbitol dan manitol)
SatumLkultur P.pastoris dalammediaYPD
dipindahkan ke dalam 10mLmedia BMGYdalam
labu erlenmeyer 100mL yang sudah mengandung
1,2, 3, 4, dan 5%(b/v) sorbitol ataumanitol. Kultur
diinkubasi pada 28-30°C dalam inkubator
pengocok pada kecepatan 200 x g selama 16-18
jam dengan OD~ 10-12. Kultur P. past oris dari
media BMGY dipindahkan kedalam 25 mLmedia
B~ seperti prosedur di atas, diinkubasi pada
28-30°C dalam inkubator pengocok pada
kecepatan .•..200 x g. Metanol ditambahkan hingga
konsentrasi akhir 0,75% setiap 24 jam sampaijam
ke 144 (14). Pengambilan sampel dilakukan setiap 24
jam sesuai waktu induksi dan setelah 144jam, sel
dipanen dengan sentrifugasi pada 3000gselama 20
menit pada 4C dan kultur supernatan dianalisis
aktivitas a-amilase dengan metoda DNS (15) dan
kadar protein ditentukan dengan metoda
Bradford (1~.
AnaHsls SD8-PAGE.
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis dilakukan pada kondisi tereduksi
menggunakan running gel 10% dan stacking gel
4%. Dua puluh lima mikro liter supernatan kultur
ekspresi dianalisis dengan SDS-PAGE.Pita protein
pada gel dideteksi dengan pewarnaan Coomassie
brilliant blue (1'1). . •
AnaIisis aktivitas Sfamy.
Lima puluh mikro liter sampel ditambahkan
ke 325 ~L pati terlarut 2% (w/v). Buffer fosfat 20
mM ditambahkan hingga mencapai volume 1mL.
Campuran reaksi diiDkubasi selama 10 menit pada
50°C. Sebanyak 50 J.l.L campuran reaksi
ditambahkan ke 50 L reagen DNS dan dididihkan
selama 7 menit. Setelah didinginkan, sampel
dilarutkan 10-kali dengan akua bidest. Absorbansi
diukur pada 500 nm. Satu unit aktivitas a-amilase
adalah jumlah enzim yang dapat membebaskan
1 umol gula pereduksi permenitpadakondisi uji.
BASIL DAN PEMBAHASAN
a-Amilase S. fibuligera (Sfamy) merupakan
salah satu enzim yang potensial untuk industri
makanan, kertas, tekstil dan detergen (18). Studi
ekspresi Sfamy dengan peptida sinyal
termodifikasi telah dilakukan dalam P. pastoris (l2,
13), dan telah diperoleh galur P. pastoris yang
mengekspresikan Sfamy dengan level yang cukup
tinggi, yaitu MS-20 (13).
Penelitian ini melaporkan upaya peningkatan
pertumbuhan P. pastoris dan ekspresi Sfamy
rekombinan melalui variasi konsentrasi pengiduksi
metanol dan penambahan sumber karbon lain
selain metanol, - yaitu sorbitol dan manitol.
Konsentrasi optimum metanol sebagai
penginduksi perlu ditentukan untuk produksi
Sfamy rekombinan oleh P. pastoris karena
penelitianmembuktikan bahw.akonsentrai metanol
optimum yang dibutuhkan perlu diuji untuk
masing-masing protein (1, 8, 9). Sumber karbon
tambahan yang tidak menghambat promotor AOX
diperlukan untuk meningkatkan densitas sel
sehingga dapat meningkatkan level ekspresi (10).
Kedua jenis sumber karbon, sorbitol dan manitol
diketahui dapat meningkatkan pertumbuhan P.
past oris dan tidakmenghambatpromotor AOXI (11).
Evaluasi Imrva pertumbuhan deBgaBdan tanpa
penambahan sorbitol atau manitol
P.past oris MS-20 (MS-ALPl) ditumbuhkan
pada minima] media yang mengandung tambahan
sumberkarbonsorbitolataumanitoll% (11), MS-20
tanpa tambahan sumber karbon digunakan sebagai
kontrol. Kurva pertumbuhan (Gambar 1)
memperlihatkan bahwa penambahan sorbitol atau
manitol meningkatkan pertumbuhan P. past oris
Mut'. Bila diperhatikan nilai OD600 kultur dengan
penambahan sorbitol, hampir mencapai dua kali
ODooo kultur tanpa tambahan sumber karbon.
Penambahan kedua sumber karbon ini juga
--sorbiol
--- ~ ll'anito\
o 2 4 6 8 10 H 14 16 13 20 n 24
waktu(jam)
Gambar 1. Kurva pertumbuhan P. pastoris MS - 20
rekombinan dengan dan tanpa penambahan
suber karbon tambahan.
Berbeda denganSacharomyces cerevisiae, P.
pastoris bukan merupakan ragi fermentatif, yaitu
tidak menghasilkan etanol yang bersifat racun bagi
sel, sehingga dapat ditumbubkan hingga mencapai
densitas sel yang tinggi (1), Kenyataan ini sangat
menguntungkan pada produksi proteinrekombinan
skala fermentor.
Konsentrasi peBginduksi metanol
Untuk mengetahui konsentrasi penginduksi
metanol optimum, maka digunakan variasi
konsentrasi metanol 0,5-4%. Gambar 2
memperlihatkan bahwa konsentrasi metanol yang
mengbasilkan aktivitas -amilase paling tinggi
adalah 0,75%. Variasi konsentrasi metanol 0,5-4%
perlu dilakukan untuk mengetahui konsentrasi
metanol yang cocok untuk: induksi protein
rekombinan tertentu, namun konsentrasi metanol
terlalu besar juga dapat memberikan pengaruh
negatif terhadap pertumbuhan sel dan dapat
menurunkan level ekspresi (9). Induksi dengan
metanol dilakukan setiap 24 jam (1.).
Penambahan metanol akan menyebabkan
gen AOXI dan AOX2 pada galur Mut"
diekspresikan menghasilkan enzim alkohol
oksidase. Enzim ini merupakan enzim pertama
pada jalur metabolisme metanol. Selain itu karena
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Gambar 2. Diagram perbandingan aktivitas optimum Sfamy
menggunakan variasi konsentrasi penginduksi
metanol.
Konsentrasi sumber karbon tambahan
Konsentrasi karbon tambahan 1% telah
berhasil meningkatkan produksi -galaktosidase
oleh inang P. pastoris Muf (11). Untuk mengetahui
konsentrasi optimum sumber karbon tambahan
tmtuk produksi Sfamy, maka pada penelitian ini
dilakukan variasi konsentrasi sorbitol dan manitol.
Basil menunjukkan konsentrasi sorbitol atau
manitol 2% menghasilkan aktivitas Sfamy yang
paling tinggi, yaitu diperoleh aktivitas berturut-
tmut 704,3 dan 650,28U/mL dibandingkan dengan
382,9 U/mL tanpa sumber karbon tambahan
(Oambar 3). Sebingga untuk produksi Sfamy
lanjutnya digunakan tambahan sorbitol atau
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Gambar 3. Kurva variasi konsentrasi sorbotil atau manitol
terhadap aktivitas n-amilase. Konsentrasi sorbi-
tol atau manotil 2% menghasilkan aktivitas
paling tinggi,
Pengaruh penambahan sorbitol atau maDitol
terhadap produksi a-amllase
Hasil analisis aktivitas Sfamy yang
disekresikan oleh P. pastoris MS-20 dengan
penambahan sumber karbon sorbitol atau manitol
menunjukkan terjadi peningkatan sekresi Sfamy
pada P. pastoris yang diberi tambahan sumber
karbon (Gambar 4). Aktivitas Sfamy optimum
dengan penambaban sorbitol diperoleb pada jam
ke-96 dan dengan penambahan manitol pada jam
ke-72. Hasil analisis SDS-PAGE (Gambar 6)















Gambar 4. Kurva Perbandingan aktivitas c-amilase selama
144 jam induksi dengan dan tanpa sumber
karbon tambahan.
Hasil penentuan densitas optik dan berat
kering sel juga menunjukkan bahwa kedua sumber
karbon ini meningkatkan pertu.mbuhan sel P.
pastoris selama waktu induksi (Gambar 5).
Penelitian ini membuktikan bahwa sorbitol dan
manitol merupakan sumber karbon tambaban yang
bersifat non-represif, yaitu meningkatkan
pertumbuhan dan tidak mengbambat ekspresi
protein asing.
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Gambar 5. Densitas optik dan berat sel kering sel. P pastoris





Bila dibandingkan tingkat sekresi Sfamy oleh
p. pastoris MS-20, dengan penambahan sorbitol
dan manitol, maka terjadi peningkatan sekresi
Sfamyberturut-turot 2,13-kali dan 1,94-kali(Tabel
1). Walaupun hasil ini tidak terlalu besar,
dibandingkan dengan peningkatan produksi -
glukosidase oleh inang P.pastoris Muf (11), sorbitol
dan manito! sepertinya dapat diguaakan sebagai
sumber karbon tambahan yang tidak menghambat
produksi SfamyolehP.pastoris Mut.










Gambar 6. Analisis SDS-PAGE Sfamy pada setiap jam induksi
(a) dengan penambahan sorbitol, (b) dengan penam-
bahan manitol
Tabel 1. Perbandingan tingkat sckresi Sfamy oleh P. pastoris
dengan dan tanpa penambahan sorbitol atau manitol
Tanpa sorbitol / Dengan Dengan
manitoI sorbitol2% manito1 2%
UimL 382,96 704,3 650,28
IJg!mL 1140 1320 1300
UilJg 436574,4 929676 845364
Peningkatan Ix 2,I3x 1,94x
Sorbitol dan manitol sudah diketahui dapat
digunakan sebagai sumber karbon tambahan pada
produksi protein rekombinan dalam sistem
ekspresi P. pastoris dibawah kontrol promotor
AOXI. Namun konsentrasi optimum sumber
karbon tambahan dipengaruhi oleh inang yang
digunakan dan protein rekombinan yang
diekspresikan. Pada penelitian ini diperoleh
infonnasi sumber karbon tambahan yang paling
cocok digunakan untuk.produksi Sfamy oleh inang
P.pastoris Mut' adalah sorbitol dengan konsentrasi
2%. Studi tentang pengaruh sumber karbon
tambahan terhadap produksi a-amilase ragi oleh
P. pastoris Mut belum pemah dilaporkan. Namun
bila dibandingkan dengan hasil penelitian Inan &
Meager (2001) yang menggunakan inang P.
pastoris Muf untuk produksi 13-glukosidase,
ternyata pengaruh sumber karbon tambahan pada
inangMuf lebihbesar dibanding inangMut",
Kondisi kultur yang digunakan untuk sistem
ekspresi P. pastoris juga merupakan faktor yang
penting untuk dipertimbangkan dalam rangka
meningkatkan produktivitas protein rekombinan.
Metoda ekspresi skala kecil pada umumnya
merupakan tahap awal yang dilakukan dalam
rangka optimasi produksi dan pemiliban kondisi
kultur ekspresi. Level protein yang diperoleh pada
kultur curah pada umumnya 10 kali lebih rendah
dibandingkan kultur fermentor karena densitas sel
yang rendah (20) dan karena terbatasnya aerasi (9).
Aerasi yang terbatas merupakan faktor penentu
pada kultur galurMuf menggunakan sistem curah,
karena tidak adanya suplai oksigen atau metanol
yang konstan dan galur ini mengkonsumsi metanol
dengan cepat. Pada galur Muf yang sama sekali
tidak dapat mengkonsumsi metanol, penambahan
metanol hanya berfungsi untuk ekspresi gen asing,
jadi metanol tidak digunakan sebagai sumber
energi. Sumber karbon tambahan sangat
diperlukanuntukmenambah densitas sel.
Hasil penelitian ini memberikan informasi
konsentrasi penginduksi metanol dan karbon
tambahan yang cocok digunakan untuk produksi
Sfamy oleh P. pastoris galur Muf. Informasi ini
dapat digunakan untuk peningkatan skala produksi
Sfamyke sistem fennentor.
KESIMPULAN
Penambahan sorbitol atau manitol ke
medium ekspresi P. pastoris meningkatkan
produksi Sfamy rekombinan. Konsentrasi
penginduksi metanol 0,75% dan sorbitol 2%
sebagai sumberkarbon tambahan cocok digunakan
untuk produksi Sfamy rekombinan olehP. pastoris
galutMut'.
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